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CAPITULO I

INTRODUCCTION.

Los principales objetivos del grupd de investi-
gacion dentro del cual se realizé esta tesis son:

La produccion de proteina microbiana, as{ como la
obtencidn del aminodcido esencial I-triptofano a partir -
de la levadura Hansenula polymorpha. Este microorganismo
presenta la ventaja de utilizar fuentes de carbono no con
vencionales como son el metanol, etanol , ademégde las ya
usuales como glucosa, sacarosa, maltosa, melaza, etc.

El por qué del interés de producir L-triptofano -
radica en varias razones:

a) El triptofano es uno de los ocho aminoacidos esenciales
Ppara el hombre.

b) Su proceso de s{ntesis quimica es ineficiente ya que se
obtiene una mezcla racémica de los isdmeros L y D, de les

cualés sdlo el primero puede ser utilizado por el organismo,

en cambio, cuando se produce bioldgicamente se obtiene dnica
mente el isdmero-L.

c) En México la dieta mds comin es a base de mafz y de fri-
jol, alimentos que sSon pobres en prote{na y ricos en car
bohidratos. Esta protefna es deficiente en L-triptofano
y L-lisina en el caso del maiz y en L-metionina, L-lisi
na y L-triptofano en el caso del frijol. ( 28 )

En la Universidad de Purdue se logrd obtener una mu
tante del mafz ( opaco-2 ) la cual produce una mayor con-=
centracidn de L-lisina, no asi de L-triptofano.

La baja proporcidn de estos aminodcidos en estos -

alimentos no cubre las necesidades nutricionales del orga-



nismo humano, por lo gue se comsidera que un posiblemecanisno
para hacer estos alimentos mas completos serfa enriquecer la
dieta del Mexicano con L-triptofano.

Une forma de producir L-triptofano es por fermentacidn
es decir, obteniendo cepas que lo hiperproduzcan. Lo anterior
se puede lograr buscando cepas inseneibles a la regulacidén -
por los metabolitos que intervienen en la biosintesis de es-
te aminodacido. Bsta des-regulacidn se produce cuando se em-
plean andlogos de L-triptofano en el medio de cultivo gue in
hiban el crecimiento de Hansenula, tales como 6fluoro tripto
fano, 7 aza triptofano, Tmetil triptofano, 5 metil triptofa-
no; estos andlogos pueden evitar el crecimiento del microor-
ganismo al actuar sobre las enzimas reguladoras de la bios{n
tesis de triptofano, o sea, hay una competencia entre:el ané
logo y el aminodcido natural por el sitio activo de estas en
zimas, impidiendo as{ que se concluya la sfntesis del produé
to requerido y como consecuencia el microorganismo no pueda
crecer . ( 7 ) ;

Esta condicidn permitirfa aislar positivamente mutan
tes capaces de crecer aun en presencia del amdlogo. La nueva
propiedad adquirida podria deberse a una insensibilidad de -
sus enzimas reguladoras a la retroinhibicién por el produc
to de la via y de esta forma , la célula sintetizard una ma
yor concentracion del aminodcido deseado. ( M. K. Plores y S.
ddrichez articuloen preparacidn.)

Otra manera de aumentar la produccidn de L-triptofa
no es buscando mutantes que requieran L-fenilalanina y L-ti-
rosina para crecer y por ello sean incapaces de hacerlo en -
un medio minimo ( formado de uma fuente de carbomo , glucosa
una fuente de nitrdgeno y sales minerales). Es decir, se pre

tende obtener cepas con un bloqueo total o parcial en la co-



rismato mutasa, primera enzima en la biosintesis de L-fenil-
alanina y L-tirosina, que actda sobre el dcido corismico, el
cual a su vez también es precursor de L-triptofano, a través
de la enzima antranilato sintetasa. Como resultado de este -
evento mutacional el dcido corismico podrd ser utilizado -
dnicamente por la enzima antranilato sintetasa para la bio-
sintesis de L-triptofano.

También se puede hacer una combinacion de los dos -
métodos anteriores, es decir, crear una mutante que requiera
para crecer L-tirosina y L-fenilalanina por tener afectada -
sus corismato mutasa y que ademds sus enzimes sean insensi-
bles a la regulacidn por triptofano; de esta forma habrd -
una hiperproduccién del aminoadcido.

Recientemente fueron aisladas en este laboratorio mu-
tantes con requerimiento parcial para L-fenilalanina y L-ti
rosina a partir de la cepa silvestre, sin embargo este hecho
no garantiza que su enzima corismato mutasa se encuentre a-
fectada, aun cuando produjo casi dos veces mds L-triptofano
que la cepa original.

Desafortunadamente los estudios nutricionales para
localizar los bloqueos se ven limitados debido a que el dci=
do corfsmico, sustrato de la enzima, y el dcido prefénico, -
producto de la actividad de la enzima corismato mutasa no -
pueden ser transportados al interior de la célula, Una alter
nativa mds especf{fica para ello es usando métodos bioquimi-
cos, lo que equivale a buscar y medir la actividad de la en-
zima antes mencionada in vitro , comparativamente con la -
cepa original.,

Dado que la engima corismato mutasa no ha sido ob
jeto de estudios anteriores en la levadura Hansenula -

polymorpha, se pretende en este trabajo buscar las condicio



nes para extraerla y determinar su actividad, lo que per-—
mitird conocer sus caracteristicas cinéticas y regulatorias y
as{ eventualmente obtener mas informacion para el disefio -
de nuevos esquemas de mutacidn sobre bases mdas racionales,

con el fin de hiperproducir el aminodcido deseado.



CAPITULO II

OBJETIVO.- Determinar las condiciones adecuadas para medir
la actividad in vitro de la enzima corismato mutasa en la

levadura Hansenula polymorphsa, as{ como estudiar sus caze

racteristicas cinéticas y regulatorias. Pinalmente determi
nar la actividad de esta enzima en una mutante con requeri
mientos parciales para L-fenilalanina y L-tirosina que es
capaz de producir mayor concentracidon de L-triptofano que

la cepa silvestre.

GENERALIDADES.

I ENZIMAS.- Las enzimas son proteinas con actividad catal{
tica, que pueden ser clasificadas de acuerdo =
al tipo de reacfidn en que intervienen en los
siguientes grupos:

Grupo l.- Oxido-reductasas. Latalizan las reacciones de -

éxido reducéion.

Grupo 2.- Transferasas. Intervienen en la transferencia de

grupos funcionales.

Grupo 3.- Hidrolasas. En rescciones de hidrdlisis.

Grupo4.—- Liasas. Adicidn a los dobles enlaces.

Grupo 5.- Isomerasas. Reaccionés de isomerizacidn.

Grupo 6.- Ligasas. Formacifn de enlaces con ruptura de ATP

Algunas enzimas son prote{nas simples y otras son
proteinas conjugadas por tener grupos prostéticos, coenzi-
mas o ambos. Las coenzimas actdan como grupos transportado
res de electrones o de grupos funcionales especificos.

Las reacciones enzimdticas estdn a las leyes termo



dindmicas por lo que siguen el mismo comportamiento que -
uha reaccidn quimica. En base a su cinética pueden ser de

orden cero, primero, segundo y en raras ocasiones de ter-

cer orden.

Las reacciones de orden cero son aquellas en las -
que la velocidad de reaccion depende de la concentracidn -
del catalizador y no del numero de reacionantes .

Las reacciones de segundo orden son en las que su
velocidad de reaccidn es proporcional al producto de la -
concentracion de dos reaccionantes.

Reacciones de tercer orden son en las que su velo-
cided de reaccidn es proporcional al producto de la concen
tracion de tres términos diferentes.

Ademds de seguir la cinética de las reacciones qui-
micas las enzimas se ven afectadas por fenomenos de satura
cidn por el sustraro.

El efecto de saturacidn condujo a M. Michaelis y a
L. M. Menten a formular una teoria general de la accidn de
las enzimas y de su cinétice, de la que se derivé la eiguieg

te ecuacidn:

v= velocidad de reaccidn.
Vmax= velocidad maxima.

Km = constante de Michaelis-

% Vmax (§) Menten.,
= Km + s
Gﬂ = concentracion del sustrae
to.

Esta ecuacidn define las relaciones cuantitativas
entre la velocidad de reaccién y la concentracion del sus

Y - -~
trato, si se conoce Vmax o Km.



Km es igual a aquella concentracidn de sustr-to -
que corresponde a al mitad de la velocidad mdxima; puede -
variar con la estructura del sustrato, con el pH y con la
temperatura.

Las enzimas como cualquier otro tipo de cataliza-
dor son suceptibles a inhibicidn, mecanismo que representa
une forma de control en las reacciones celulares pudiendo

ser de varios tipos.

INHIBICION COMPETITIVA.- Un inhibidor competitivo es una

sustancia que se combina con la enzima libre de tal forma

que impide su unidn con el sustrato. El inhibidor puede =~

ser un anglogo no metabolizable, un derivado del sustrato

verdadero o un producto de la reaccidn. Los modelos de -

inhibicidn competitiva mds frecuentes son :

a.- Competencia del sustrato y del inhibidor por el mismo
sitio en la enzima. Pig 1

b.- Que los sitios del inhibidor y del sustrato sean inde
pendientes, pero que el inhibidor al entrar forme un -
impedimento estérico a la entrada del sustrato. Fig 2

c.- Que el inhibidor y el sustrato compartan un sitio co-
mén en la enzima. Fig 3

d.- Que los sitios de unidn del inhibidor y del sustrato
sean distintos pero se sobrepongan. Fig 4

e.- Jue la unidén del inhibidor y del sustraté a la enzi-
ma sea en sitios distintos, pero al entrar alguno de -
los dos se producen cambios conformacionales en el si-

tio que estd aun vacio. PFig 5

ﬂ\/@ —

£ 1

Fig. 1 Fig. 2



Fig- 4 fig 2

INHIBICION NO COMPETITIVA.- Bl inhibidor no tiene e&fectos
sobre el sitio de unidn del sustrato con la enzima libre,
la unidn puede ser Sustrato-Inhibidor, esta unidn serda al
azar y reversible en diferentes sitios, también 1la unidn
puede ser entre Inhibidor-Enzima y entre Enzima-Sustrato,
el resultado de la union es Enzima-Sustrato-Inhibidor, —'

complejo cataliticamente inactivo. E1 esquema de reaccion

es:
B e —— o £+7
i ¥
T 3
K¢ “/
El 5 :"EL.SI

INHIBICION IRREVERSIBLE.- Una sustancia que se combina -
irreversiblemente con una enzima puede asemejarse a un -
inhibidor no competitivo, porque Vmax decrece pero Km per

manece igual. Las reacciones son:

F+5 =—% —FS ——— 5E+?P
+
I

l
EI
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Un inhibidor irreversible puede distinguirse de un inhi-
bidor cldsico no competitivo por la grafica de Vmax contra
la cantidad total de enzima adicionada a la mezcla de reac—

cidn en presencia del inhibidor.

INHIBICION INCOMPETITIVA.- Un inhibidor incompetitivo es un
compuesto que se une reversiblemente a un complejo Enzima-
Sustrato produciendo otro complejo Enzima-Sustrato-Inhibi-—
dor inactivo. El inhibidor no se une a la enzima libre.

La inhibicidn es descrita con el siguiente equilibrio:

E+S =—————ES Kp = ExF
+
£
/(l'
E\SLI (25 )

II MECANISVMOS REGULATORIOS.- En general todos los caminos -
para la biosintesis de los aminodcidos en las distintas es-
pecies de bacterias, hongos ¥y plantas superiores son simila
res, presentando diferencias unicamente en los mecanismos -
regulatorios a los que estan sujetas sus enzimas.

Varios tipos de mecanismos regulatorios son los que se
pueden encontrar, dichos controles tienen su blanco de -
accidn a nivel de DNA, como son la retro-represidn y la in-
duccidn o bien a nivel enzimdtico como ocurre en la retro-
inhibicidén y la activacion.

A nivel de DNA la retro-represidn sucede cuando se impi

de la sintesis de la enzima poraoue Sus genes reguladores -
inhiben la transcripcidn del gene estructural especifico, -
que es el portzdor del mensaje que codifica la secuencia de

amindzcidos de la enzima ( 7 ).
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La irduccidn ocurre cuando un metabolito es capaz
de estimular la formacidn de una enzima determinada, ya
sea por la liberacion de la represion como en el caso-é
del control negativo ( 7 ) o bien por la formacidn de -
un inductor activo como se realiza en el control positi
vo (7))

La retroinhibicidn puede ser en varias formas:
1.- Por Isoenzimas. En este caso una misma funcidn o -
actividad puede ser realizada por mas de una enzima. -
Este mecanismo ocurre fundamentalmente en vias biosinté
ticas ramificadas, es decir,aguellas que dan origen a -
varios productos finales. Un ejemplo tipico es la prime
ra enzima de la via biosintética de los aminodcidos aro
miticos, representada por las tres formas de DAHP sinte
tasa ( 7 fosfo D-arabino heptulosonato sintetasa) en -
E. coli ( 22 ) cada una de estas tres formases inhibi-
da espec{ficamente por L-triptofano, L-tirosina, o L-
fenilalanina productos finales de la via; a pesar de -

llevar acabo la misma actividad.

- fen Jlalapsna

m/j:
pre TP~ [- T
ros/ama/ /7 irosina

/o:ruwca acro/p

DA HP D35> corismico
enfm;n

Gfetieb \\\\u deid
. croo

antranilico
>>3>> L-Uriplfins
i

Otro ejemplo sSe presenta en la biosintesis de %
los aminoacidos de la familia del d@cido aspartico en -

E. coli ( 22 ) en este caso existen tres aspartato cina
sas, capaces de catalizar la primera reaccidon de esta -

via para formar dcido 4 fosfo Baspartico a partir de -
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4cido aspartico, dichas enzimas tambien son reguladas por
los productcs finales de la via ramificada, L-metionina,

L-lisina y L-treonina.

/- Lréonina

/

. J/}-/omn}m
‘g** &'crcls 3 semials ek iolo "N L- pielionina

4 fos fo —————> aspés lico
' Bas ,m’(7l'(b \.\

2.~ Inhibicidn concertada o multivalente. Bs cuando se ne

dflvdo

aspdrhico

4= /{://Jd

cesita que estén presentes dos o mds productos metabdlicos
para que haya inhibicion de la actividad enzimdtica. Un e

ejemplo es en Bacillus polymixa (18 ) también en la bios

sintesis de los aminpdcidos de la familia del dcido aspar
tico, en este caso existe sdlo una aspartato cinasa que -
es inhibida dnicamente cuando estan presentes L-treonina

y L-lisina, no as{ cuando sdlo estd uno de los dos amino-

dcidos.
1~ Zreonina
b IS Hormaserina
ac c!o /3 semialdehido \
aspsil) aspdrlico \ L - meTiornina
A-Ursina

3.~ Inhibicidn acumulativa. Ocurre cuando varios inhibido
res estdn simultaneamente presentes en concentraciones sa
turadas y actuan sobre la misma enzima. Aqufla inhibicidn
de la actividad serd la suma de las inhibiciones de cada
uno de los metabolitos independientemente. Este mecanis-
no fue descrito por Waulfalk y Stadman para el control de
la glutamino sintetasa; inicialmente para £. coli ( 22 )

y después extendida para eucariotes y otros procariotes.
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La glutamino sint&tasa es inhibida por L-triptofano, car-
bamilfosfato, monofosfato de adenosina (AMP), L-glicina,
L-kistidina, glucosamina 6 fosfato y trifosfato de citi-
dina (CTP). Bs importante mencionar que la biosintesis de
estos metabolitos depende directa o indirectamente de la
concentracidén de L-glutamina en la célula. La glutamina -
se forma a partir de acido glutéamico mediante la siguien-

te reaccidn:

Glutamino

’ . “—%
acido glutdamico + ATP + NH L-glutamina.

3 sintetasa

sn general la glutamina actua como fuente donadd

ra de grupos amino segun se puede apreciar en la siguien

te tabla:
BIOSINTESIS DE: REACCIONES EN LASQUE INTERVIENE LA
L4 GLUTALIINA.
e anlransilalo sin acrols .
T?/PTO(A NO ((;(’,g:',w / "r"'a‘-‘. o Jan?'ranr//q, Sols Tr/',fofaﬂé
9 /u&w'ﬂl\ibt} Patdwce
7[’5/° -v1bosil Tamms y/a?é}n/éo
Sformina 5 amina G Lolannina 7
, s o) Jiceco
HISTIDIxA ;:.44::;/}& \\ 4\;?“;4.:; >>>>> hidlidina
ridonvclestide e
CARBAHIL 2 ATP 4+ glolamine carbami’ ZADP 4+ P
s FATO + 00, + Hy O ———————————> fosfa? * ac. glitamico
! ¢ i ccz/éam//
é’ - > 5 v aﬂ')//)d———)/osfa_fg
+ 353555 UMP%UT?___—N”’ S E TP
cciids ATP
aspar co
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BIOSINTESIS REACCIONES EN LAS QUE INTERVIENE LA
Ds: L- GLUTAMINA.
: L glolimi
GLUCOSA  AMINO Glitamina ,,M e
o glocosa . ; 25
é F OS FATO é fgsfafa Sqlocosaemina & /05/"

Vo Lo nsinlesis e AME la j/u'fam/ﬂd

727 7 ; en las
Jrolesrviene comO conadora e/ FYPro @ 22/ 720

S{yu;’en/ls reacciones :

G loTamina ac glolamico
HrO

A M 7) ac. 5/o:fa - -D r/'éaM\M94; Efa-‘fo »/9-_1)—/-}!‘_.//

)= prrofosfsrico - — 5 s0a + prrofosfas
a@miro /‘a;/p//idc/‘/ i ~
Zransferasa
§lolamina cc g[ul‘aiﬂ/'cp

ADP
5 fosfo-ribosi/ \ //)p~ >5/‘N/,Ari$o.si/

N forms/ 9 liceramida : : ;
4 Sosfo ridosi/ /A/m// N f ormi/ 9liceramida

glie vramica sinlelasa

Con cuatro reacéiones posteriores a esta dltima se for
ma el dcido inosfnico (IMP) precursor del AMP,

L-glicina y L-alanina son también capaces de inhi
bir a 1la glutamino sintetasa aunque en estos casos la glu-
tamina no interviene en su sintesis.

4.- Inhibicidn cooperativa. Este mecanismo se presenta cuan
do hay mas de un metabolito capaz de inhibir la actividad
enzimdtica. Sin embargo, €uando estan presentes todos es-
tos compuestos, el porcentaje de inhibicidn es mayor que -
la suma de las inhibiciones individuales.

Este tipo de inhibicidn fue descrita por Caskey et
al. (22) en la biosintesis de purinas en el tejido animal;

la segunda reaccifn de esta sintesis es catalizada por la
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glutaminofosfo-ribosilpirofosfato amino transferasa, que es
inhibida por monofosfato de guanosina (¢MP), IMP y monofes
fato de adenosina (AMP). Cuando todas estan presentes la
inhibicidn es mayor que la suma de cada una de sus inhibi-

ciones.,

GM7P
\"‘—T
5 fosfaloy3

e
D nl»;,..B__>5 PRPP 3D i tons)) | DI P>>>>>> /M P —

5 fosfals emina

_AMP

5.- Inhibicidn secuencial. Consiste esencialmente en la in
nibicidn de un paso enzimdtico ingermedig, por el producto
final de una via , lo que produce la acumulacidn de un me-
tabolito intermedio. Al acumularse dicho metabolito se oce
ciona la inhibicidén de un paso enzimdtico anterior y as{ -
sucesivamente se van inhibiendo las enzimas por sus produc
tos hasta llegar a la primera reaccidn de la sintesis.
Bste tipo de inhibicidn fue descrita por Nester y
Jensen en la via de biosintesis de los aminodcidos aromdti

cos en Bacillus subtilis (20) en donde L-tirosina inhibe

a la prefenato deshidrogenasa, una enzima de lgvfa , 10 =

cual ocasiona la acumilacidn del dcido prefénico, éste a su
vez inhibe a la corismato mutasa y se acumula el dcido co-
rismico, lo que provoca la inhibicidn de la DAHP sintetasa

primera enzima de la biosintesis.

/ L'/J nilalanma
' at’;!’ref/ﬂ/eo
A DAHP >o>>>> a’(.,,’{w T A-Drosina
E.: corismico

? — e
acid,
enliantlicg s> L- triptefarne
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6.~ Inhibicidn compensatoria. Este mecanismo se preéﬁa
cuando un mismo metabolito es producido en diferentes vias
en una de las cuales actua como inhibidor y en la otra co-
mo activador. Por ejemplo, en la biosinfésis de uridina y
de arginina en E. coli, el monofosfato de uridina (UMP )
retro-inhibe a la carbamilfosfato sintetasa excepto en pré
sencia de L-ornitina, metabolito intermediario enla bio-

sintesis de L-arginina. La ornitina revierte la inhibicidn

por UMP en un 40%.
/ uMP

“ N ay,no soccirals

RATP 4 Gllimieo -—-BH
+COp + Hal 5 “““"””/’z"%\ C'Wm/ ‘
\'4

a/os:’r:bh‘} \

ac. as fc' ileco

as,arﬁ;fo crginia
9l Eimico >>>3> L. Densitina g

Activacion. El mecanismo contrario a la inhibicidn es la
activacidn. Esta consiste en la estimulacidn de una enzima
para oue utilice preferentemente un sustrato hacia la for-
macion de un producto determinado. Por ejemplo en la biosig
tesis de los aminodcidos aromdticos en S. cerevisiae donde
el IL-triptofano inhibe a la antranilato sintetasa (I) y
activa a la corismato mutasa (II) para que el acido corfg
mico se canalice hacia la sintesis de L-tirosina y L-fenil

alanina, una vez que el triptofano ha empezado a acumularse.

Jlse 7("”/./"&0/-/)4

«@c. Fre}!ﬂ/m
Srils e P> L-Lirosina
corismico e
X ’ ’ o 2ot
/l e aciolb anlianilics S>> e &7/& io
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Panto la represidn e induccidn como la inhibicidn
y activacién pueden ocurrir en una misma via biosintética
para llevar a cabo su regulacidn.

En el caso de los aminodcidos aromaticossu biosinte
sis presenta una 1fnea comin gue principia con el dcido feg
fo enol-piruvico mas eritrosa 4 fosfato, ambos compuestos
proceden del metabolismo de los carbohidratos, y a través
de la enzima DAHP sintetasa forman el dcido 3-desoxi, D-ara
bino heptulosdnico 7 fosfato (DAHP), después por cinco =
reacciones enzimdticas se obtiene el dcido corismico, en «
donde hay una ramificacidn hacia L-triptofano por un lado
y hacia L-tirosina y L-fenilalanina por el otro. fig 6

Las enzimas que participan en esta via son las -
siguientes:
a) DAHP sintetasa .- Cataliza la primera reaccion de la -

sintesis,

dcido fosfo-enol-piruvico + eritrosa 4 fosfato 525::7>DAHP

sa

b) Las enzimas que catalizan los cincos pasos que se su-
ceden entre DAHP y dcido corismico son :
deshidroquinato sintetasa, 5 deshidroquinato deshidrata
se, shikimato deshidrogenasa, shikimato cinasa, fosfo-

piruvil shikimato sintetasa y corismato sintetasa. Pa
rece ser que estas enzimas no estdn involucradas en la
regulacidn por productos finales.

c) Corismato mutasa.- Esya enzima es importante en la re-
gulacidn, por ser la primera en la ramificacidn para la
sintesis tanto de L-fenilalanina como de L-tirosina. Ca

taliza la reaccion:

dcido corfsmico —=M-—> 4dcido prefénico.
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ABREVIATURAS DE LA FIGURA 6

PEP = Acido fosfo enol piruvico

[}

EP = eritrosa 4 fosfato.

DAHP= Acido 7 fosfo D-arabino heptulosdnico.
DHQ = Acidc 5 deshidroquimico.

DHS = Acido 5 deshidroshikimico.

SA = Acido shikimico.

SAP = Rcido 5 fosfo shikimico.

§S5P= Acido 5 enol pirdvil shikimico .

CA = Acido corismico.

AA = Acido antranflico.

PRA = Acido N-(5- fosforibosil) - antranilico.
CDRP = 1-( o-carboxifenilalanina -1- deoxirribulosas5-

fosfato.
1GP = lndol glicerol fosfato.
PA = Acido prefénico.

PPA = Acido fenil piruvico.

HPPA = Acido p-hidroxi fenil piruvico.
Phen = fenilalanina,

Tir = tirosina.

Trip = triptofano.
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d) Prefenato deshidratasa.- Cataliza la reaccidn s
déido prefénico 22 dcido fenil piruvico .

e) Prefenato deshidrogenasa.— Cataliza la reaccion :

dcido prefénico -2 > dcido p-hidroxi fenil pirdvico

£) Tirosina transaminasa.- Cataliza la reaccion:

T

dcido p-hidroxi fenilpimivico ——‘—> I~tirosina.
g) Penilalanina transaminasa.- Cataliza la reaccion :
dcido fenilpiruvico —“—Z— L-fenilalanina.

h) Antranilato sintétasa.- Es 3a primera enzima en la

bios{ntesis de L-triptofano. Cataliza la reaccidn :

dcido corismico A.S. 5, 4ecido antranflico.

i) Por dltimo cuatro enzimas que son las que concluyen la
sintesis de L-triptofano son:
Antranilato fosfo-ribosil transferasa, fosfo-ribosil -
isomerasa, indol 3-glicerofosfato sintetasa y triptofa-
no sintetasa. Todas estas enzimas son sugeptibles de -~
represién en E. coli y S. typhimurium, (23)
De una manera esquemdtica se presentarsn los efec
tos regulatorios de la biosintesis de los aminodcidos aro-

maticos en algunos microorganismos. Fig 7, 8, 9, 10, 1I.

Clave de los esquemas.
Inhibicidn por retroalimentacién —

Inhibicidén parcial --—---¥

Activacidn — II Antranilato sintetasa

Represidn. o III Corismato mutasa

IV Prefenato deshidrogenasa.

it DAHP sintetasa. 'S Prefenato deshidratasa.
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TIII ACIDO CORISMICO.- E1l ultimo metabolito del segmento 1i
neal en la biosintesis de los aminodcidos aromaticos es el
acido corismico.

Este acido fue identificado por primera vez por -
Gibson y Gibson en 1964 (11) quienes ademds sugirieron un
esquema para la biosintesis de los aminoacidos aromaticos
(12); basdndose en las observaciones de Levin y Sprinson -
en 1360 de que el acido 5 fosfo 3 enolpiruvil shikimico era
un precursor comun a los tpes aminodcidos y en el comporta
miento de unas mutantes descritas por Davis y Mingioli en
1953, las cuales acumulaban dcido 5 fosfo 3 enolpirivil -
shik{mico y requerfan para crecer L-fenilalanina, L-tiro-
sina, L-triptofano, d&cido 4amino benzoico ¥y dcido 4 hidro
xi benzoico .

De acuerdo con esto Gibson y Gibson dedujeron que
exist{a un compuesto X adelante del dcido 5fosfato 3 enol
piruvil shikimico, de tal modo que si se ocaeionaba una -
mutacidn que impidiera la formacidn del compuesto X se -
obtendrfa un triple auxdtrofo. Esta mutante llenarfa las
caracter{sticas de 1la mutante descrita por Davis y Min-
gioli respecto a sus requerimientos.

El esquema sugerido fue:

deics 5 Fosfo shikimico

decids 5 fosfo 3 emslpicovil shikimics

@l B hideoxi benzoicol g— Compvesio X —> ac. 4 amine benxoic?

‘-
Qc. Freflbico ae. ankanilico

" Ze'4 hideoxifens/
ac. /ﬂﬂ//biruww P’-"l’"i“’

L- fenilalanioa L-~Tiresina L Lriplefans
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Gibson y Gibson se dedicaron a seleccionar mutantes

de Aerobacter aerogenes que fueran capaces de acumular el

compuesto X, hasta que obtuvieron la cepa 62-1 que requie-
re para crecer L-fenilalanina, Ltirosiha y L-triptofano; e
para los dos primeros aminodcidos se pensd que tenfa un -
bloqueo en la enzima que transformaba el compuesto X en a-
cido prefénico. Para el triptofano el bloqueo se localiza-
ria en la enzima que transformaba el dcido antranilico en

indolglicerol fosfato.

Una vez aislado el compuesto que acumulaban esta mu
tante se iniciaron los estudios para deducir su estructu-
ra y conocer sus caracteristicas quimicas.

Se le did el mombre de dcido cor{smico (del grie-
go Choris que significa bifurcacion. )

El dcido corismico es un compuesto 1lébil que se -
convierte quim:ica y enzimdticame: te en varios intermedia-
rios de la bios{ntesis de los aminodcidos aromdticos como:
dcido antranflico, dcido prefénico, dcido fenilpiruvico, -
dcido 4-hidroxifenilpirdvico, dcido 4-hidroxi benzoico. -
Estudios posteriores mostraron que también es precursor de
algunas vitaminas como: dcido p-amino benzoico, dcido f6li
co y de la vitamina K ( 9, 16 ).

Su espectro en ultra violeta tiene un méximo de ab-
sorcidn a 274 nm cuando estd en medio alcalino y a 282 nm
cuando estd en éter. ( 9 )

Los cristales del dcido corismico son bien defini-
dos pero muestran una marcada tendencia a retener a las -
moléculas de solvente ( 11, 12), es soluble en éter, agua

e insoluble en éter de petrdleo.
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la fdrmula molecular del dcido fue establecida como
C,H,0, por espectroscop{a de mesas. Su peso molecular es de
226.2 con punto de fusidn de 148-149° C (se descompone al
calentarlo )

Su férmula estructural es :
cooH

OH cooH

dcido E<(5-carboxi—1,2-dihidro-2-hidroxi fenoxi )]acr{lico.

IV ENZIMA CORISMATO MUTASA.- La enzima corismato mutasa ca
taliza la conversidn del dcido cor{smico en écido preféni-
co, precursor comin de los aminodcidos L-tirosina ¥y L-fenil
alanina.

Algunos reportes han mostrado que la enzima coris-
mato mutasa en microorganismos como K. coli ( 5 e -
A. aerogenes (5 ) 8. typhimurium ( 23 ) y Pseudomonas aeruginosa
(3 ) presentan dos formas moleculares distintas, una for-
mando un complejo con la prefenato deshidratasa regulada -
bor fenilalanina y la otra formando un complejo con la -
prefenato deshidrogenasa, controlada por la tirosina.

En Bacillus subtilis ( 20 ) se aislaron dos tipos

diferentes de cepas, en relacidn a la corismato mutasa, una
con tres isoenzémas, que no sSon inhibidas por ninguna de -
los sminodcidos arométicos y otra con una corismato mtasa
la cual correspond16 a una de las enzimas encontradas en

la cepa anterior ( en base a su peso molecular ). Esta en-—
zima tampoco fue regulada por los productos finales pero -

s{ por el dcido prefénico.
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Bn Claviceps paspali ( 22 ) fue reportado que dos

cepas la Pb 156 y la SD 5S, muestran diferencias en su -

corismato mutasa cuando se hacen crecer bajo idénticas -
condiciones. La cepa Pb 156 posee dos isoenzimas, una de -
ellas se encuentra en mayor concentracion que la otra, es—
ta isoenzima es inhibida por el triptofano. La cepa SD 58

tiene sdlo una corismato mutasa, regulada de la misma ma-

nera que la isoenzima que se encuentra en mayor concentra

¢idn de la cepa sntes mencionada.

Para Neurospora cressa ( 2 ) se ha descrito so0lo

una corismato mutasa, la cual es inhibida alosterisamente
por triptofano, pero no afecta las funciones de la prefe-
nato deshidrogenasa ni de la prefenato deshidratasa; indi
cando que estas enzimas no estan estructuralmente asociadas.

Algunas algas como kuglena, Chiamidomonas, Zygnema
y Ankistodesma tienen el mismo patrdn regulatorio que el

hongo antes menciona2do ( 22).
Bn plantas superiores son DOCOS los reportes sobre

esta enzima. En el chicharo Pisum sativum se ha demostrado

su presencia, siendo su regulacién igual que en Neurospora
(6).

La corismato mutasa de Corynebacterium glutamicum

( 13 ), es inhibida fuertemente por I-fenilalanina y aun -
mds por la combinacidn de tirosina y fenilalnina juntas. -
El triptofano estimula la actividad de esta enzima revir-

tiendo la inhibicidn producida por los aminodcidos anterig
res.

E n Saccharomyces cerevisiae ( 17 ) se ha repor-

tado que la actividad de esta enzima se inhibe por tirosi
na pero no por fenilalanian y que la inhibicidn de la ac-—

tividad enzimdtica se revierte po® triptofano.
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V LEVADURAS.- las levaduras son hongos unicelulares que no
forman un micelio verdadero. Paxondmicamente pueden locali
zaree den-tro de la divisidn Tallophyta, subdivisidn -
Bumgcetes, y clase Ascomycetes, Basidiomycetes o Deuteromycetes
(21).

Pueden presentar reproduccién asgxual por divisidn
celular; algunas levaduras se dividen en dos células igua-—
les, pero muchas de ellas se dividen en dos células inicial
mente desiguales por un porceso conocido como gemacién.

Bl sexual tipico en las levaduras implica la
fusidn de dos células uninucleadas desiguales oiguales -
seguidas casi inmediatamente por fusidn nuclear. La célu-
la resultante se agranda y se transforme en un asca, el -

“miicleo diploide sufre meiosis después de lo cual los cuairo
ndcleos haploides resultantes pueden madurar directamente-e
en ascosporas o se pueden diwidir de tal forma que Se pro-=
ducen ocho acosporas en cada asca.

Las levaduras poseen una pared celular definida -
que contiene mananas (polimeros del azucar manosa) y leva-—
nas (polimeros del azicar fructusa). Poseen gran variedad -
de formas, algunas veces se adhieren en cadenas dando apa-
riencia de pseuddémicelio. Son células incoloras, que gene-—
ralmente forman colonias blancas, cremosas, en algunas oca
eiones de color café, sus ascosporas son normalmente ovoi-
des y su numero de cuatro a ocho gyngue pueden encontrarse
en otro numero. ( 8)

Se les puede ha}lar abundantemenie en sustratos &
que contienen azucar ( nectar de flores y en la superficie
de algunos frutos) también se encuentran en el suelo, en
1a leche, en hojas y tallos de los vegetales. ( 1 )

la levadura utilizada en la realizacidn de este tra

bajo pertenece al genero Handenula. #sta levadura fue des-
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crita por Wickeham en 1951 ( 27 ) quien ademdas hizo un es-
tudio extensivo de este género, incluyendo varias especies
nuevas, las cuales tenian la capacidad de asimilar los ni-
tratos, aunque su capacidad para formar pseudomicelio esta
ba poco desarrollada o ausente.
Wickerham didm una nueva definicidn del género:
Levaduras oue se reproducen asexualmente por gemacién o -
por gemacién acompafiada de pseudomicelio, hifas verdaderas
de una a cuatwo ascosporas por asca y asimilan nitratos.
Las esporas del género Handenula pueden presentar
forma de sombrero o de saturno.

La primera especie descrita fue H. anomala que es
el prototipo del género, presenta pseudomicelio y posee -
cgpacidad pera asimilar los nitratos. la especie es nuy -
comin y puede aislarse de varias fuentes.

Otra especie es H. wingei la cual no tiene capaci-
dad para similar los nitratos, es heterotdlica ( una leva-
dura heterotdlica es aquella que su conjugacidn se realiza
con esporas en diferentes talos ). Con esporas en forma de
saturno.

La especi= que es de nuestro interés es H. golxgorgha
( De Morais et Maia ) sindnimos H. augusta ( Teunsssan,
Hallet Wickerham 1960 ) . ( 27)
Bsta especie fue primero descrita por Wickerham quien se
refiere a ella como : Cepas haploides y diploides, clara-
mente elipsoidales o cilfndricas. Las células haploides son
en pares o se encuentran solas. Las cdlulas diploides son
esféricas o esferoidales y pueden aglutinarse en grandes
acumulps. Las colonias de ambos p}oides son suaves, bri-

llantes, mantequillosas, enteras y carecen de hifas. Las
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colonias que esporulan suficientemente llegan a ser rosas
o rojas. Esta especie existe en la naturaleza predominan-
temente o quiZd exclusivamente como células haploides, pe
ro durante su aislamiento produce numerosas células diplo
des. Las ascosporas Son pequefias hemiesferoidales, con =
bordes estrechos, se encuentran de una a cuatro por asca,
son més resistentes al calor que las esporas de otras es-—
pecies.

Permenta la glucosa pero no la galactosa; pueden
utilizar como fuente de carbono sacarosa, maltosa, celobio
sa, melaza, etanol, metanol, etc. Crecen bien a 37° C pe-

ro pueden hacerlo a temnreraturas mayores.



CAPITULO III
MATERIAL Y METODOS.

I MICROORGANISMOS USADOS.
a) Gepa silvestre de la levadura H. polymorpha.

Aislada por Levine y Cooney en 1972 a partir del suelo
por su capacidad para utilizar metanol como fuente de car-—
bonk para crecer ( 15 ).

b) Cepa LE mutante de H. golzgorgha, aislada en este la-

boratorio a partir de la cepa silvestre, por su caracterip
tica de ser auxdtrofa a los aminodcidos L-fenilalanina y a
L-tirosina.

c) Cepa 62-1 de Aerobacter aerogenes; donada por el Dr F.

Gibson del departamento de Bioqufmica de la Universidad &e
Nacional de Australia; Camberra, Australia A. C. T. Esta -
cepa es un triple auxdtrofo para los aminodcidos L-fenila-

lanina, I-tirosina y L-friptofano.

IT MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE PRESERVACION DE LOS
MICROORGANISMOS EMPLEADOS.

a) La cepa silvestre H. polxmorpha fue mantenida en medio.

nfnimo sdlido, compuesto de sales minerales, glucosa como

fuente de carbono y NH4NOscomo fuente de nitrogeno, este -

medio basico fue reportado por Fink en 1972 ( 10 ), consta

de tres soluciones que contienen lo siguiente:

Solucidn 1

Vitaminas y elementos huella.

Mg SO4e 7 HzO ¢ o o o o o o o o o o o o 50 g
NE& CL ¢ ¢« o o o o o o o o o o o o o o o 10 g
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Biaming « « « « « o o o o o o » 40 mg
Bioting « o o« o o o s o o o o « 0.2 mg

Fe Cly. 6H,0 = « « ¢« « « « « +» « D Mg

Zn SO4e HzaO v v ¢ o o o o o o o o T mg
H3BOse ¢ o ¢« o oo o o o o o o o 1 mg

Cu SOqe HO o o ¢ o o o o o o o o 1 mg

KT o e s o aie o e e ol N mE

H,0 o ¢ ¢ ¢ ¢ o o o o o o o Co b.p. 1000 ml

Solucidn 2

Solucidn amortiguadora de fosfatos.
KB, B0ss o s 5 5 Shms v s o BT.5 &
RoHPOg o o o o o o o o o o 5 o o .12.5 g
H,0 .bidestilada . . . . . + «.C. b. D. 1000 ml

Solucidn 3
Ca Cl:/.ZHzo e o o e 8 o e ¢+ e o o 10 g
H,0 bidestilada . . . . . . .Cebepe. 1000 ml

Las soluciones se emplean al 1% .
El medio se prepard con la siguiente secuencia:
10 ml de la solucidn 1
200 ml de agus bidestilada
10 ml de solucidén 2
10 ml de solucidn 3
glucosa al 2%
NH,NOs al 0.5%
agua bidestilada c¢. b. p. 1000 ml.
Cuando se emplea medio solido, se le adiciona a la
solucidn anterior agar al 1.5%
A este medio se le designard en este trabajo como

medi~ minino.
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b) Le mutante de Hansenula, Cepa I fue mantenida en medio

minimo sélido suplementado con 100 ¥g/ ml de los amino
dcidos L-fenilalanina y L-tirosina.
g) La 62-1 de A. aerogenes fue mantenida en medio de ge-—.
losa nutritiva, compuesto de :
Extracto de carne al 0.3%
Peptona al 0.5%
Agar al 1.5%
agua bidestilada 100 ml.
Todas las cepas sSe sembraron por estr{a; y se -

incubaron a 37 ° C durante 24 h. Se almacenaron después -

del crecimiento en refrigeracidn a 4° C.

UII OBTENCION DEL ACIDC CORISMICO.

El dcido corismico se obtuvo de la cepa 62-1 -
mutandte de A. aerogenes, auxdtrofa para los aminodcidos
L-fenilalanina, L-tirosina y L-triptofano. '

Como resultado de los blogqueos que se presentan
en esta mutante, es capaz de acumular y excretar el a-
cido corismico al medio de cultivo. (11 )

Para la obtencidn de este dcido se hace crecer
la cepe en un medio liquido ( caldo nutritivo ) durante
20 h, después las células son centrifugadas y resuspen-—
didas en matraces de 2800 ml, de tipo Pernbach, que con
tienen un litro de medio de crecimiento( A ) cada uno ,
con la siguiente composicidn:

Medio de crecimient& A.

20 ml de solucidn de sales minerales descrita por Vogel
y Bonner.

40 ml de extracto de levadura al 5% ( pesos/volumen ).

40 ml de casaminodcidos difco al 5% ( peso/volumen ).
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41 mg de D, Ldriptofano.

El volumen se lleva a un litro con agua desti-
lada y se esteriliza en autoclave a 120 °C por 15 minu-
tos a 2.5 atm de presion .

A esta solucidn estéril se le adicionan 10 ml de
una solucidn acuosa esteéril de glucosa al 16% (peso/volu
men ).

La solucidn de sales descrita por Vogel y Bonner
es : Mg SOqoTHz20 ¢ ¢« ¢« ¢« ¢ o« o o« 10 g

Acido cftrico. H;0 . . . . . 100 g
EBPOE e « o o 0 W 0s o eie 5008
Na NH4H PO4.4H,0 . . . . . . 175 g

Se disuelven los reactivos sucesivamente en 670
ml de agua bidestilada con agitacidon constante y a tem-—
peratura ambiente. ( 11 )

Las células resuspendidas en el medio de créci-
miento A se incuban 6 horas a 29 °C con agitacidn cons-—
tante (225 rpm). Al final de este periodo se tiene una
densidad dptica ( D. O. ) de crecimiento aproximadamen
te de 1.3 a 2 lefda en un fotocolorimetro Bausch & Lomb
modelo Spectronic 20, utilizando una longitud de onda de
620 nm.

Los cultivos son lavados con solucidn salina -
centrifugando a 7000 rpm por 15 minutos a 4° C. Las -
células se resuspenden en dos matraces Fermbach con un -
litro de medio de acumulacidn cada uno, compuesto por:

Na,HPOq @ o o o o s o o o 12.8 g

KHy POglsl o) & =i s ol s o e e = onie 103608
Z1Uco88  w ¢ o W sle . o d80g

NHGCL ¢« ¢« ¢ ¢ o ¢ s o « o« 2,7 ¢g
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Mg C1,0.05 M ., . « ¢ ¢« ¢ « » » 2 ml

L- triptofano 0,01 M. . « . . 1 ml

H,0 bidestilada c.b.p. « . . . 1000 ml
xste medio no se esteriliza.

El cultivo se incuba por 16 horas a 29° C con agi-
tacion ( 225 rpm ); pasado este lapso se centrifugan los
cultivos a 7000 rpm 15 minutos a 4° C y se colecta el so-
brenadante. Para comprobar que se acumuld el dcido al fi-
nalizar la fermentacidn se toma una muestra del sébrenadan
te, se diluye 1:10 con NaOH.1N y se lee en el espectrofoto
metro a 274 nm debiendo dar ure extincion ( & ) de 1.07 .

Por la inestabilidad del dcido corfsmico a tempera-
tura ambiente en solucidn acuosa, todas las operaciénes pa
ra su extraccidn se llevan a cabo a una temperatura de C°
- 4°0c .

k1 sobrenadante se ajusta a pi 7.5 con KOH 5N y se pa
sa a presidn por una columna de 40 X 8 cm con 25 g de resi
na Dowex 1-Cl X 200, que previamente se trato con Nab6H 1 N
y despuéﬁ con agua destilada hasta tener un pH neutro . la
resina para activarse se lava gon HCl 1N y despuépon agua
destil-ada hasta pH neutro.

El flujo de la columna se ajusta a 15 ml/minuto, e
cuando se ha pasado todo el sobrenadante, se lava la colum
na con 100 ml de agua destilada.

El dcido corismico se adh@rér a las cargas ioﬁicas
de la resina ( iones cloruro ) y forma la sal de amonio al
ger elufdo con NH C1 1N pH 8.5 . El flujo de la columna, ~
para la elucidn, se ajusta a 1 ml/ minuto. Se colectan -
fracciones de 10 ml de las que se hacen diluciones 1:300
con agua , midiendose su extincidn a 274 nm contra un blan

co de agua . lLas fracciones con una lectura menor de 0.2
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se descartan, las demds se colectan y se acidifican con HCl
1N hasta pH de 1.5, para flormas el dcido. Posteriormente se
extrae zon éter etflico ( dos o tres extracciones) hasta que
la capa acuosa tenga menos de un 10% de la extincidn total
original.,

Las extracciones etéreas se combinan y se lavan con
agua. Posteriormente se secan sobre MgSO;a 4° C durante to
da la noche, después se concentran hasta aproximadamente -
30 ml en un rotavapor a 20° C., Al volumen concentrado se le
adiciona éter de petrdleo hasta que se forme un precipitado
fino y persistente. El gcido corismico se cristaliza sobre
un bafio de hielo etanol y los cristales se secan sobre pen
tdxido de fésforo al vacfo ( se almacena a —20° C ) . ( 24 )

Mediante este procedimiento se obtiene el dcido ce -
rismico con un 93% de pureza.
la comprobacidn de que el producto obtenido es el
dcido corismico se realiza mediante los siguientes critertos
a) Punto de fusidn.
b) Espectro en ultra violeta.

P

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA. W~

Para la determinacidn el primer paso es la obtencidn
de la enzimague se encuentra en la levadura; para ello se
hace crecer Handenula polymorpha en un matraz Erlenmeyer
de 50 m1 con 10 ml de medio minimo, durante 20 horas =m 37°

C y con agitacidn (225 rpm). El crecimiento se transfiere
a un matraz Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 100 ml de medio
minimo durante 12 horas con las condiciones anteriores. E1l

crecimiento de este matraz sirve de indculo a un matraz -
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tipo Permbach de 2800 ml que contiene unlitro de medio -
minimo,el cual se incuba por espacio de 14 horas con las -
condiciones antes mencionadas. Pasada la incubacidn las c€
lulas se lavan dos veces por centrifugacion a 7000 rpm du-
rante 25 minutos a 4° C con una solucidn amortiguadora de
fosfatos 0.1 M #H 6, las células ya laveadas se resuspen-—
den en el menor volumen de la solucidn amortiguadora y se
rompen por homoganéizacién durante una hora a 4°C,

Para separar la proteina liberada durante la homoge
neizacidn se centrifuge a 12 000 rpm durante 20 minutos a
4° C y el sobrenadante se pasa a través de una columna de
sefadex G-25 para eliminar los metabolitos pequefios, elu-
yéndose después con la misma solucidn amortiguadora.

Se descarten los primeros 11 ml y se colectan frac
ciones de 5 ml. La proteina se eluye en las siguientes 3 é
4 fracciones .

la proteina se cuantifiaca por el método de Lowry
( 19 ). rste método tiene como base la formacidn de un com
plejo colorido entre el grupo fendlico ( o el grupo aroma—
tico, en el caso de friptofano, histidina y fenilalanina )
de la tirosina de las proteinas y el dcido fosfowolfamo-mo
1ibdico (color oro ) que oxida al grupo hidroxilo de la ti
rosina en condiciones alcalinas, dando un color azul inten
so que se puede medir a 625 nm,

La concentracidn de protefna se determina por com-
paracidn con una curva estdéndar de albumina sérica bovina.

La determinacidn se realiza de la siguiente for-
ma :
a) se toma una alfcuota de 0.1 ml de la solucion de pro-
teina y se afora a un ml con agua destilada.

b) Se le adicionan 5 ml de una solucidn que se prepara con
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los tres siguentes reactivos:
SOLUCION 1 v « » o s o o« s o o o s s 5 s s s s o o +98 ml
NasCos o o o o o o o o o o 20g/1000 ml1 de NaOH 1N
SOLUCTION 2 o ol o o sllos & oise o o o o s ohaielic oo o limY
Tartrato de sodio y potasio al 1%.
SODUCION 3 . . o ¢ o e o o o o o o o o o s o o o iml
Cu SOq. 5H0 ali 0.5%

¢c) Se agitan bien y se dejan reposar 10 minutos.

d) Se adicionan 0,5 ml del ractivo de PblinICiooolteau -
dilufdo 1:3.

e) Se agitan perfectamente y se dejan reposar 30 minutos.

f) Se lee la demsidad dptica a 625 nm contra un blanco que
se corrid junto con el problema, utilizando agua en lu-
gar de la solucidn de proteina, en el fotocolorimetro -
Baush & Lomb Spectronic 20.

g) Se corre un estdndar de albumina sérica bovina.

Una vez determinada la proteima, las fracciomes que
contienen mayor concentrgcidn se mezclan y se guardan en -
volumenes de 3ml aproximadamente. ( su estabilidad es de

diez dfas)

CALCULOS

st X D. 0. prob.

B = D. O, st.

Concentracidn del problema = P

Concentracidn del estandar

st.
Densided dptiea del problema
Densidad dptica del estandar

D. 0. prob,
D. 0. st.

(26)
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El sistem: de reaccidnpara la enzima corismato mu-
tasa basicamente consiste en:

SUSTRATO.- Acido cor{smico en una concentracidén de 0.01lM,
las alfcuotas que se tomaron de esta solucidn
se variaron de acuerdo a la determinacidn que
se pretendfa realizar,

ENZIMA.- Se encuentra en la proteina obtenida.

SOLUCION AMORTIGUADORA.- De fosfatos 0.1 M.El pH de la -
solucidn se varid hasta encon-
trar el adecuado para la reac-
cidn.

Para algunas determinaciones se emplearon los ami-
nosacidos aromaticps.

La cantidad de los reactivod afiadidos vario de
acuerdo al experimento , pero siempre en un volumen final
de un militro.

El orden en el que se afiadieron los reactivos es :
1.- Solucion amortiguadora.
2.- Solucidn de proteina.
.- Se preincuba durante 5 minutos a 37 0.

4,- Se inicia la reacion por la adicion del
dcido corismico. Se agita y se incuba por
20 minutos a 37 ® ¢

5.- la reaccion se detiene colocandola en
hielo.

En la reaccidén se formas el dcido prefénico que es
un compuesto con una vida media muy corta, por lo que se
le transforma enadido fenil pirdvico que es mas estable y
se puesde identificar en el espectrofotdmétro utilizando mna

longitud de onda de 320 nm.
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Para la transformacidn del dcido prefénico en dcido
fenil pirdvico se realizo lo siguente:
a) Se toma una alfcuota de o.4 ml del sistema
de reacciony se le adicionan 0.4 ml de HC1
1N, ya que sSe requieren condiciones gcidas
para la transformacidn en dcido fenil pird
vico.
b) Se deja incubar durante 10 minutos a 37° c
‘y se detiene la reaccidn con 3.2 ml de NaOH
1 K.
1 dcido fenil pirdvico se lee en el espectrofotémg
tro Carl Zeiss a 320 nm utilizando celdas de cuarzo de 1 ml
y luz ultra violeta.
Se corre unacurva estdndar de dcido fenil pirdvico
en NaUH 1N y la actividad se expresa como /g de dcido fe-

nil piruvico formado por miligramo de proteina por minuto.

RKACTIVOS.
Todos los reactivos empleados se obtuvieron de ca
sas comerciles como: Difco, Merck, J. T. Baker y no se -

hicieron purifihcaciones fiosteriores.
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CAPITULO 1v
RsSuLTADUSB.

Las determinaciones realizadas sobre la enzima
corismato mutasa, se efectuaron en tres etapas:
I .- Optimizacidn de las condiciones de reaccidn.

II.- Investigacién de los mecanismos regulatorios.

1.- A nivel de la actividad enzimdtica
a) Activacidn. '
b) Inhibicidn.

2.- A nivel de la sintesis de la enzima.
a) Induccidn-

b) Represiodn.

III.- Caracterizacidn enzimdtica de la cepa L¢ , doble

auxotrofo parcial de H. polymorpha, que requiere
los aminogdcidos L-tirosina y L-fenilalanina para

crecer bien.

I.- lLas condiciones que se emplearon para la primera etapa

fueron elegidas de la literatura para otros microorga-
nismos ( 3, 13, 18 ). Dichas condiciones se variaron -
hasta encontras las que se conéideraron adecuadas.

El objetivo del primer ensayo fue determinar la
actividad enzimdtica en H. polymorpha. Para lo que se
realizd una prueba de actividad contra concentracion -
de protefna en un extracto exento de células. Los resul
tados ( grafica I ) indican linearidad con respecto a
ella hasta un maximo de 0.3 mg de protefna en el siste

ma de reaccion.
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Dentro de los parémetros estudiados, se probaron
diferentes valores de pH, obtenidos utilizando una solucion
amortiguazdora de fosfato de potasio con diferentes valo-
res de pH. Como se puede notar en la gréfica II se obtiene
mayor actividad a pH 6, decreciendo gradualmente al ser -
mds alcalino el medio de ensayo.

Otro parsmetro estudiado fue la temperatura, fac-
tor que se conéiderJ importante en base a los reportes e =
existentes en la literatura, de conversidn no enzimdtica &
del dcido corismico en acido prefénico, cuahdo se encuentra
a temperaturas superiores a los 37° C. Como puede observas-—
se en la grafica III -a, la actividad obtenida fue maxima
en un rango de 35° & 45° C, sin embargo la conversion del
doido cor{smico, no enzimatica, esm significativa (grdafica
III -b ) por lo que se decidid seguir utilizando 37°¢ C en
las determinaciones posteriores.

Bl efecto del tiempo de incubacidn puede verse en
las gréficas IV-a y IV-b. Ia actividad enzimdtica es prac
ticamente lineal hasta los 30 minutos de incubacidn a 37°
C y pH 6, por lo que se eligid para estandarizar las con-
diciones de ensayo el intervalo de 20 minutos.

Con las condiciones obtenidas se procedid a medir
1a afinidad de la enzima por su sustrato( grafica V ). De
terminado el efecto de la concentracidn de sustrato sobre
la actividad enzimdtica y graficando los resultados de a-
cuerdo a Hanes- Woolf, ( 25 ) es decir S/V contra concen-
tracidn de sustrato. En base a los resultados los valores
para las constantes Km y Vmax fueron de 7.5 X 10wy -

1.07 X lojpmoles/minuto/mg de protefina ,respectivamente.

II1.- Mecanismos regulatorios.

1.- A nivel de la actividad enzimatica:
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Para demostrar la existencia de fendmenos de retro- regula
cidn sobre la enzima, se estudid el efecto de los aminodck
dos aromaticos L-fenilalanina, I-tirosina y L-triptofano,
sobre la actividad enzimgtica in vitro. Como puede obser-
varse en 1la gréfica VI, la enzima corismato mutasa es in-
hibida si’nificativamente por el aminodcido I-tirosina, en
comparacidn a los aminodcidos I-triptofano y L-fenilalghika
Bxperimentos adicionales mostraron gque la enzima es inhibi
da incompetitivamente por I-tirosina con un valor de Ki =
0.25 X 10 M (grafica VII ).
2.- A nivel de la sfntesis de la enzima:
En esta fase se estudid el efecto de los aminodacidos
en la formacidn de la enzima. Para ello se adiciona-
ron al medio de cultivo, desde que se inicia el creci
miento, lgs aminodcidos aromdticos en concentraciones
de 1oolﬂg/ ml de medio. Como puede observarse en la grafi-
ca VIII, la concentracion de la enzima corismato mutasa se
ve disminufda cuando las células se hacen cfecer en presen
cia de L-tirosina. Bajo las condiciones experimentales a-
qu{ empleadas no se observé ningun efecto importante pro—
ducido por los otros dos aminodcidos, sin embargo . cuando -
se utilizaron combinacionés de ellos, L-fenilalanina pare

ce revertir el efecto dé L-tirosina.

III.- Caracterizacién de un doble suxdtrofo decH. olymorpha L//
( cepa L)
Una vez establecidas las condiciones para medir
la actividad de la enzima y conociendo algunos de los me-
canismos regulatorios, se carscterisd enzimsticamente 1la

cepa L, capaz de producir y excretar al medio de cultivo
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mds del doble de L-triptofano que la cepa orighknal. Cuando
se hacen crecer las cepas antes mencionadas en presencia de
los aminodcidos fenilalanina y tirosina, la concentracidn
de la enzima en la mutante fue aproximademente un 50% me

nor que en la cepa silvestre (grdfica IX ).
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CAPITULO V.
CONCLUSIONES.

De los experimentos realizados para este trabajo
puede comcluir que :
las condiciones Optimas de funcionamiento de la enzima
corismato mutasa en la levadura H. polymorpha en un =
extracto exento de células son : pH 6, Temperatura =
37° C, Tiempo de incubacidn = 20 minutos y no necesita
cofactores. )
Los valores obtenidos para Km y Vmax son : 7.5 X 1o”§.
y 1.07X 10'ydmoles/hinuto/hg de proteina. resspectiva-
mente. Este valor de Em es intermedio en relacion a los
reportados para esta constante en otros microorganismos,
lo gue indica que su afinidad por el sustrato es grande
( 2, 3, 15, 18, 22, 23, )
Los estudios regulatorios mostraron que 2 nivel de la
actividad enzimatica hay inhibicidn producida por el -
aminoacido L-tirosina lo que estd de acuerdo con lo re-—
portedd para C. glutamicum ( 13 ) S. cereviciae (17 )
B. coli ( 22 ) y N. crassa (3).

A nivel de la sintesis de la enzima tambien la
tirosina tiene efectos de represién, en cambio los otros
dos aminodcidos probados no mostraron ningﬁl efecto im-

portante. La fenilalanina parece revertir la represion
ejercida por la tirosina cuando se hmce creter esta le
vadura en presencia de ambos aminodcidos.
Bl tipo de inhibicidn ejercida por la tirosina de
acuerdo a las graficas de Hanes - Woolf, es incompe-

titiva por que su Em no cambia, pero s{ su Vmax -
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grafica VII.

d) La cepa Lg posee s6lo un 50% de la concentracion de la
enzima corismato mutasa que la de la cepa silvestre, —
esto podria explicer en cierte forme el hecho de que -
produzca mayor concentracidn de L-triptofano; puesto -
que la enzima no utilizard todo el sustrato que le co-
rresponde y el dcido corismico excedente serd transfog
mado por la enzima antranilato sintetasa en dcido antrg

n{lico, metabolitp de la sfntesis de triptofano.
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